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研究成果の概要：白血病などの重篤な血液疾患に応用することを目的として、生体外の三次元
培養系で造血幹細胞を増幅する方法を検討した。この時、造血幹細胞の増幅を支持する機能を
持つストローマ細胞に固定処理を行い、固定した細胞上で造血系細胞を培養することで、これ
らの処理が造血系細胞の増幅におよぼす影響について検討した。その結果、グルタールアルデ
ヒドや有機溶媒で固定することにより、未分化な造血系細胞を効率的に増幅できることがわか
った。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 白血病や再生不良性貧血に代表される重
篤な血液疾患の治療法として、骨髄、末梢血
や臍帯血を用いた造血幹細胞移植が有効で
ある。しかし、患者と白血球型が一致したド
ナーを見つけることが困難なために、造血幹
細胞移植を広く実施するに至っていない。 
 
(2) 造血幹細胞を生体外の培養系で増幅でき
る技術が確立されれば、１人のドナーの細胞
を複数の患者に移植できる、あるいは入手は
容易だが少量しか採取できない臍帯血を成
人の移植にも使えるようになる、等の利点が
あることから、造血幹細胞を増幅するための
方法が活発に研究されている。 
 
(3) 造血幹細胞を生体外で増幅する方法とし
ては、ストローマ（間質）細胞と共培養する
方法が一般的である。このとき、ストローマ
細胞の増殖を予め放射線照射や薬剤によっ
て抑制しておくことで、造血幹細胞が効率的
に増幅されることが知られている。ただし、
これらの検討のほとんどは培養ディッシュ
を用いた二次元培養によるものであり、生体
内を模倣した三次元培養での検討はほとん
ど行われていない。 
 
(4) 研究代表者らの従来の研究から、スポン
ジ状の多孔質樹脂を担体としてストローマ
細胞（DAS 104-8A 細胞株）をまず三次元培
養し、さらに造血系細胞を播種して共培養す
ることで、造血前駆細胞や造血幹細胞のよう
な未分化な造血系細胞を良好に増幅できる
ことがわかった。 
 
(5) 上記の研究における予備的な実験として、
三次元培養したスロトーマ細胞を担体ごと
凍結保存（三次元凍結保存）しておき、解凍
後に造血系細胞を播種して三次元共培養を
行った。その結果、凍結保存しないストロー
マ細胞を用いた場合よりも造血系細胞の増
幅率は大幅に向上した。 
 
(6) 三次元凍結保存したストローマ細胞は、
解凍後にはほとんど増殖しなかったことか
ら、三次元凍結保存によってストローマ細胞
の増殖が抑制されたために造血系細胞の増
幅効率が向上したと考えられた。さらに、解
凍後のストローマ細胞の生存率は極めて低
かったにもかかわらず、造血系細胞が良好に
増幅したことから、増幅にはストローマ細胞
の表面分子が重要であることが強く示唆さ
れた。 
 
 
２．研究の目的 
三次元培養ストローマ細胞を凍結保存、ある
いは固定処理して造血系細胞の培養に用い
ることで、ストローマ細胞の表面分子を利用
した安全、簡便、かつ効率的な造血系細胞の
増幅方法を開発することが本研究の目的で
ある。本研究では、以下の項目について検討
した。 
 
(1) 造血系細胞の増幅に適したストローマ細
胞を選定するために、三次元凍結保存した複
数のストローマ細胞株を用いて造血系細胞
の増幅実験を行う。 
 
(2) ストローマ細胞を固定処理するための固
定・洗浄条件を検討する。 
 
(3) 固定処理した三次元培養ストローマ細胞
を用いて造血系細胞の増幅実験を行い、三次
元凍結保存したストローマを用いた場合と
比較検討する。 
 
(4) 以上の結果に基づき、造血幹細胞の増幅
に適したストローマ細胞の処理方法を総合
的に判断する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 造血系細胞として胎生 14 日目のマウス
胎仔肝臓細胞、ストローマ細胞として DAS 
104-4、DAS 104-8A または DAS 104-8B 細胞
株、また三次元培養担体としてポリビニルホ
ルマール  (PVF) 樹脂多孔質体（平均孔径 
130 µm）を一辺 2 mm の立方体状に細切した
ものを用いた。 
 
(2) ストローマ細胞の処理方法として、担体
上で三次元培養した細胞を担体ごと凍結保
存する三次元凍結保存と、この細胞をアルデ
ヒド、あるいは有機溶媒で固定処理する方法
の２種類を用いた。 
 三次元凍結保存では、細胞を 10% ジメチ
ルスルホキシドを添加した培地中で -80oC 
まで緩速凍結したのち、液体窒素中で保存し
た。 
 固定処理では、ホルマリン (FA)、またはグ
ルタールアルデヒド (GA) を用いてストロ
ーマ細胞を架橋した。一部の実験では、固定
剤として有機溶媒であるアセトンを用いた。 
 
(3) 造血系細胞を増幅するための実験では、
まずストローマ細胞を 1×107 cells/cm3-PVF 
の密度で担体に播種して２〜７日間三次元
培養することにより、担体上にストローマ細
胞層を形成した。このストローマ細胞に三次
元凍結保存処理、あるいは固定処理を行った
のち一定期間保存した。 
 保存後の三次元培養ストローマ細胞を解
凍、あるいは洗浄したのち、胎仔肝臓細胞（1
×108 cells/cm3-PVF）をこれらの処理細胞上に
播種して２週間培養することで、胎仔肝臓細
胞中の造血系細胞を増幅した。 
 なお、GA で固定したストローマ細胞を用
いた造血系細胞の増幅実験では、対照として
ディッシュによる二次元層培養実験を実施
した。 
 
(4) 培養期間での各血液系細胞数の変化は、
全細胞数と各血液系細胞の割合を計測する
ことにより求めた。 
 三次元培養における全細胞数は、DNA 量
測定法や MTT 法で測定した。また、血液系
細胞の計測は、フローサイトメーターを用い
て Ter 119（赤芽球）、CD45R/B220（B 細胞）、
c-Kit（造血前駆細胞）、および CD34（造血前
駆・幹細胞）を指標として行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 造血系細胞の増幅に適したストローマ細
胞株を選定するために、２種類のストローマ
細胞株を三次元凍結保存したのち、これらを
用いて造血系細胞の増幅実験を行った。スト
ローマ細胞に DAS 104-4 と DAS 104-8A を
用いた際の、培養２週間での各造血系細胞の
増幅率を表１に示す。 
 いずれのストローマ細胞を用いた場合も、
赤芽球はほとんど増幅されず、むしろ細胞数
は低下した。それに対して、造血幹細胞移植
で重要となる、造血前駆細胞や造血前駆・幹
細胞のような未分化な細胞は 10 倍以上と
いう高い割合で増幅された。 
 ストローマ細胞を三次元凍結保存せずに
造血系細胞の増幅を行ったところ、これらの
未分化な細胞の増幅率は DAS 104-4 細胞株
で 0.7〜0.9 倍、DAS 104-8A 細胞株は 3〜5 
倍であり、三次元凍結保存した場合よりもは
るかに低かった。従って、ストローマ細胞の
三次元凍結保存は、未分化な造血系細胞の増
幅に有効であることが示された。さらに、両
ストローマ細胞株を比較すると、DAS 104-8A 
の方が未分化な造血系細胞の増幅には適し
ていると考えられた。 
 
表１. 三次元凍結保存したストローマ細
胞を用いた増幅実験におけるストロ
ーマ細胞株の影響 
 
 
(2) ストローマ細胞の表面分子構造を維持す
るための、三次元凍結保存とは異なる処理方
法として、細胞をアルデヒドで固定すること
が考えられた。そこで、まず FA と GA の
固定・洗浄条件を検討した。その結果、固定
では中性緩衝ホルマリンや GA 含有リン酸
バッファーを用い、固定後に洗浄液で３回以
上すすいだのち、洗浄液中に 24 時間以上浸
漬すればよいことがわかった。 
 
(3) 固定処理したストローマ細胞を用いた実
験として、まずホルマリン (FA) で架橋した
三次元培養ストローマ細胞株を用いて造血
系細胞を増幅した。なお、本実験では DAS 
104-8A よりも細胞の性質が安定している 
DAS 104-8B 株をストローマ細胞に用い、対
照として三次元凍結保存ストローマ細胞を
用いた増幅実験を並行して実施した。 
 造血系細胞の増幅率を表２に示す。三次元
凍結保存した DAS 104-8B 株を用いた場合
には、DAS 104-8A 株（表１）に比べて造血
系細胞の増幅率は低かった。しかし、造血前
駆・幹細胞の増幅率は 10 倍以上と比較的高
かった。一方、FA で固定したストローマ細
胞を用いると造血系細胞は増幅されず、ほと
んどの細胞は細胞数が減少した。 
 以上の結果から、FA 固定処理は造血系細
胞の増幅を目的としたストローマ細胞の処
理方法として適切ではないことがわかった。 
 
表２. ストローマ細胞（DAS 104-8B）の FA 
固定処理が造血系細胞の増幅率にお
よぼす影響 
 
) ストローマ細胞の固定剤に GA を用い、
では、B 細
表３. ストローマ細胞（DAS 104-8B）の GA 
 
) 有機溶媒であるアセトンを三次元培養ス
処理方法 三次元凍結保存 FA 固定処理
赤芽球 0.13  　 0.05  　
B 細胞 2.4   　 1.8   　
造血前駆細胞 1.9   　 0.11  　
造血前駆・幹細胞 12.5   　 0.34  　
増幅率　[倍]
 
 
(4
造血系細胞の増幅を行った結果を表３に示
す。三次元培養系では、造血前駆・幹細胞の
増幅率は三次元凍結保存の結果（表２）より
も低かったものの、造血前駆細胞の増幅率は
高かった。これらの未分化な造血系細胞が２
〜５倍に増幅されたことから、比較的良好な
結果が得られたと考えられた。 
 比較のために行った二次元培養
ストローマ細胞株 DAS 104-4 DAS 104-8A
赤芽球 1.0 　 0.4 　
B 細胞 2.3 　 10.6 　
造血前駆細胞 25.5 　 16.9 　
造血前駆・幹細胞 9.9 　 32.4 　
増幅率　[倍]
胞以外の血液系細胞の増幅率が三次元培養
よりも低かったことから、増幅には三次元培
養が適していることが示された。 
 
固定処理が造血系細胞の増幅率にお
よぼす影響 
固定処理方法 GA 固定 (三次元) GA 固定 (二次元)
赤芽球 1.1   　 0.82  　
B 細胞 3.4   　 3.7   　
造血前駆細胞 5.1   　 3.3   　
造血前駆・幹細胞 2.5   　 1.5   　
増幅率　[倍]
 
 
(5
トローマ細胞の固定に用いた際の、血液系細
胞の増幅率を表４に示す。各血液系細胞の増
幅率は、GA 固定（三次元）の結果よりもわ
ずかに低かったものの、ほぼ同等の値が得ら
れた。従って、血液系細胞を増幅するための
ストローマ細胞処理方法として、有機溶媒を
使用できることが示唆された。 
 
表４. ストローマ細胞（DAS 104-8B）のア
 
 
) 本研究における培養方法は、三次元培養
保存に加え
方法としては、アル
) 造血幹細胞を生体外で増幅するために一
処理を比較す
A でストローマ細胞を固定
) 本研究での固定処理方法について、固定
) 本研究で用いた培養方法は造血幹細胞移
液系の細胞だけ
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セトン固定処理が造血系細胞の増幅
率におよぼす影響 
 
(6
したストローマ細胞の表面分子だけを利用
して造血系細胞の増幅を行うという、従来に
は報告されてないものである。 
 本研究の結果から、三次元凍結
て、ストローマ細胞を固定処理した場合にも
造血系細胞を増幅できることが明らかにな
った。固定処理においては、ストローマ細胞
の表面分子構造は維持されているものの、細
胞は死滅している。この場合にも造血系細胞
は良好に増幅されたことから、増幅にはスト
ローマ細胞の表面分子が極めて重要である
ことが確かめられた。 
 ストローマ細胞の固定
デヒド (GA) による架橋と、有機溶媒（アセ
トン）による固定の両方が適していた。 
 
(7
般的に行われている方法である、放射線照射
や薬剤投与などで増殖を抑制したストロー
マ細胞との共培養に比べると、本研究で用い
た三次元凍結保存や固定処理は、特別な装置
や設備を必要とせず、安全性も高い簡便な方
法であるという利点がある。 
 次に、三次元凍結保存と固定
ると、固定処理したストローマ細胞は死滅し
ており、さらにアルデヒド架橋によって滅菌
されている。従って、この方法では異種のス
トローマ細胞をヒト造血幹細胞の増幅に使
用することも原理的に可能となる。これらの
ことから、固定処理の方が処理済細胞の保存
が容易であり、より安全性の高い方法である
と考えられる。 
 本研究では、G
した場合の血液系細胞の増幅率は、三次元凍
結保存の結果と比較して造血前駆細胞では
高かったものの造血前駆・幹細胞では低く
（表２と３）、明確な傾向は認められなかっ
た。今後は、固定処理法をさらに検討するこ
とによって、三次元凍結保存法以上に高い効
率で安全に造血幹細胞を増幅できる条件を
決定する必要がある。さらに、増幅に適した
ストローマ細胞を探索することで、増幅率を
より向上できると期待される。 
 
(8
剤にアセトンを用いた場合にも、GA 固定と
ほぼ同じ効率で造血系細胞を増幅できた。こ
れは、アルデヒドだけでなく、固定剤として
有機溶媒も適応できることを示唆する結果
であった。ただしアセトンは毒性が高いこと
から、安全性の高いエタノールなどを用いて
検討する必要がある。 
 
増幅率　[倍]
固定処理方法 アセトン固定処理
赤芽球 0.84  　
B 細胞 3.2   　
造血前駆細胞 4.8   　
造血前駆・幹細胞 2.0   　 (9
植に応用することが目的であり、生体外で簡
便かつ高効率に造血幹細胞を増幅すること
によって、造血幹細胞移植の治療成績が向上
することや、臍帯血移植の適応範囲が大幅に
広がることが期待される。 
 その一方で、本培養法は血
でなく、他の細胞の共培養系にも応用するこ
とができる。従って、血液系以外の共培養に
ついても本方法を応用することによって、そ
の有効性を確認することが望まれる。 
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